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Mensagem final 
 
“Dia desses, li um livro que comparava a vida a uma viagem de trem. Uma comparação extremamente 
interessante, quando bem interpretada 
Interessante, porque nossa vida é como uma viagem de trem, cheia de embarques e desembarques, de pequenos 
acidentes pelo caminho, de surpresas agradáveis com alguns embarques e de tristezas com os desembarques...  
Quando nascemos, ao embarcarmos nesse trem, encontramos duas pessoas que, acreditamos que farão conosco 
a viagem até o fim: nossos pais. 
Não é verdade. Infelizmente, em alguma estação, eles desembarcam, deixando-nos órfãos de seus carinhos, 
proteção, amor e afeto. 
Mas isso não impede que, durante a viagem, embarquem pessoas interessantes que virão ser especiais para nós: 
nossos irmãos, amigos e amores.  
Muitas pessoas tomam esse trem a passeio. Outras fazem à viagem experimentando somente tristezas. E no trem 
há, também, outras que passam de vagão em vagão, prontas para ajudar quem precisa.  
Muitos descem e deixam saudades eternas. Outros tantos viajam no trem de tal forma que, quando desocupam 
seus assentos, ninguém sequer percebe. Curioso é considerar que alguns passageiros que nos são tão caros 
acomodam-se em vagões diferentes do nosso. 
Isso nos obriga a fazer essa viagem separados deles. Mas isso não nos impede de, com grande dificuldade, 
atravessarmos nosso vagão e chegarmos até eles. O difícil é aceitarmos que não podemos sentar ao seu lado, 
pois outra pessoa estará ocupando esse lugar. 
Essa viagem é assim: cheia de atropelos, sonhos, fantasias, esperas, embarques e desembarques. Sabemos que 
esse trem jamais volta.  
Façamos essa viagem da melhor maneira possível, tentando manter um bom relacionamento com todos, 
procurando em cada um o que tem de melhor, lembrando sempre que, em algum momento do trajeto poderão 
fraquejar e provavelmente, precisaremos entender isso.  
Nós mesmos fraquejamos algumas vezes. E, certamente, alguém nos entenderá. 
 O grande mistério que não sabemos em qual parada desceremos para sempre. E fico pensando: quando eu 
descer desse trem sentirei saudades? Sim.  
Deixar meus filhos viajando sozinhos será muito triste. Separar-me dos amigos que nele fiz, do amor da minha 
vida, será para mim dolorido.  
Mas me agarro na esperança de que, em algum momento, estarei na estação principal, e terei a emoção de vê-
los chegar com sua bagagem, que não tinham quando embarcaram.  
E o que me deixará feliz é saber que, de alguma forma, eu colaborei para que essa bagagem tenha crescido e se 
tornado valiosa.  
Agora, nesse momento, o trem diminui sua velocidade para que embarquem e desembarquem pessoas. Minha 
expectativa aumenta, à medida que o trem vai diminuindo sua velocidade... Quem entrará? Quem sairá?  
Eu gostaria que você pensasse no desembarque do trem, não só como a representação da morte, mas, também, 
como o término de uma história, de algo que duas ou mais pessoas construíram e que, por um motivo, chegou 
ao seu final.  
  
Fico feliz em perceber que certas pessoas como nós, têm a capacidade de reconstruir para recomeçar. Isso é 
sinal de garra e de luta, é saber viver, é tirar o melhor de "todos os passageiros".  
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RESUMO 
 
Apesar dos benefícios do exercício físico sobre o controle glicêmico e redução da incidência e 
prevalência da obesidade e desenvolvimento da síndrome metabólica serem bem consolidados 
pouco é conhecido sobre a transmissão e mecanismos destes benefícios para as próximas 
gerações. Nós investigamos se esses benefícios estão relacionados à herança da função 
mitocondrial do músculo esquelético bem como a sinalização molecular envolvida. Outro 
aspecto avaliado foi à influência da dieta hiperlipídica neste contexto. Camundongos Swiss 
machos foram submetidos ao treinamento de endurance por um período de oito semanas e 
acasalados com fêmeas não treinadas. Foi avaliada a função mitocondrial, bem como os 
mecanismos moleculares envolvidos na biogênese mitocondrial da prole. Os progenitores 
treinados exibiram resultados típicos do treinamento físico incluindo melhora do desempenho 
de endurance, função mitocondrial e controle glicêmico. A prole dos progenitores treinados 
também apresentou maior desempenho de endurance, consumo de oxigênio mitocondrial, 
tolerância à glicose e sensibilidade à insulina. Apesar de maior expressão de genes oxidativos, 
a expressão e atividade de PGC1 não aumentou na prole dos progenitores treinados. No 
entanto, foi observado menor expressão dos correpressores de PPAR (NCOR1 e RIP140). 
Com os resultados do presente trabalho pode-se concluir que a maior função mitocondrial 
herdada pela prole dos progenitores treinados é modulada por meio da redução da expressão 
dos correpressores de PPAR. De forma interessante, demonstramos que a dieta hiperlipídica 
abole a reprogramação metabólica associada com a melhor performance mitocondrial. 
 
Palavras-chave: controle glicêmico, NCOR1, biogênese mitocondrial e transmissão 
fenotípica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Skeletal muscle capacity and mitochondrial function are tightly associated with glycemic 
control. The beneficial effects of exercise on glycemic control appear to be transmitted to 
offspring; however, the mechanisms underlying this transfer are still unknown. We 
investigated whether these benefits are related to the inheritance of skeletal muscle 
mitochondrial function and evaluated the possible signaling pathways involved. Male Swiss 
mice were subjected to 8 weeks of endurance training and mated with untrained females. The 
mitochondrial function and biogenesis of the offspring were assessed. As expected trained 
fathers demonstrated enhanced endurance performance, mitochondrial oxygen consumption, 
PGC-1 expression, and glycemic control. The offspring from trained mice also exhibited 
better endurance performance, mitochondrial oxygen consumption, glucose tolerance and 
insulin sensitivity. Intriguingly, PGC-1 expression and activity did not increase in the 
offspring from trained mice. However, lower levels of the PPAR co-repressors NCoR1 and 
RIP140 were detected. In conclusion, enhanced mitochondrial function is inherited by the 
offspring of trained fathers, and the signaling underlying this improved function is mediated 
by the decreased expression of PPAR co-repressors. 
  
Keywords: glycemic control, NCoR1, mitochondrial biogenesis, phenotype transmission 
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1.1 Função mitocondrial e sinalização da insulina  
Ao longo das últimas décadas, a prevalência e incidência do sobrepeso e obesidade 
vêm aumentando rapidamente tornando-se uma pandemia, o que representa uma séria ameaça 
para a saúde da população mundial (CABALLERO, 2007;  NG, M. et al., 2014;  SMITH, K. 
B.; SMITH, 2016). Cabe destacar que indivíduos com obesidade, doenças cardiovasculares e 
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) apresentam disfunções comuns, com destaque para resistência 
à insulina, adiposidade central e inflamação subclínica, fatores estes que reduzem a 
expectativa de vida e aumentam expressivamente os gastos no setor da saúde pública (IGLAY 
et al., 2016;  NG, M. et al., 2014;  POPKIN; ADAIR; NG, 2012;  SMITH, K. B.; SMITH, 
2016).  
A resistência à insulina, caracterizada pela alteração da transmissão do sinal da 
insulina é causada por fatores genéticos, os quais são pouco conhecidos e cuja causa pode ser 
poligênica e fatores não genéticos que incluem: envelhecimento da população, rápida 
urbanização, avanço tecnológico, fatores socioeconômicos, mudanças dos hábitos alimentares 
e estilo de vida sedentário (ANDERSEN et al., 2016;  FRANK, 2016;  RASK-MADSEN; 
KAHN, 2012;  ROSIEK et al., 2015;  WILLIAMS et al., 2015). 
O estado de resistência à insulina tem sido correlacionado em grande parte ao prejuízo 
do metabolismo de substratos e da capacidade oxidativa do músculo esquelético, acúmulo de 
lipídeos no sarcoplasma e aumento de ácidos graxos livres (AGLs) no plasma 
(MONTGOMERY; TURNER, 2015;  PUTTI et al., 2016;  RIEUSSET, 2015). Estudos 
epidemiológicos, em larga escala, mostram uma forte correlação entre o estilo de vida 
sedentário com a baixa capacidade cardiorrespiratória e disfunção mitocondrial, diminuição 
da expressão de genes oxidativos, alteração na morfologia e redução do número de 
mitocôndrias (LAM; LEROITH, 2012;  NEWSHOLME; GAUDEL; KRAUSE, 2012;  
PATTI; CORVERA, 2010;  POPKIN et al., 2012;  WANG; TSAI; WEI, 2015).  
Baseado nas observações supracitadas, a hipótese de que o prejuízo da função 
mitocondrial do músculo esquelético possa desencadear a resistência à insulina tem recebido 
foco especial. De fato, indivíduos obesos e resistentes à insulina apresentam menor 
capacidade do músculo esquelético em oxidar lipídeos. Este fenótipo tem sido atribuído ao 
perfil enzimático, que é caracterizado por níveis mais elevados de marcadores glicolíticos 
(hexoquinase - EC 2.7.1.1, fosfofrutoquinase - EC 2.7.1.11 e gliceraldeído fosfato 
desidrogenase - EC 1.2.1.12) e menores de marcadores oxidativos (citrato sintase – EC 4.1.3.7 
e citocromo c oxidase - EC 1.9.3.1) (HE; WATKINS; KELLEY, 2001;  OBERBACH et al., 
2006;  STUART et al., 2013;  TANNER et al., 2002).  
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Diferentes modelos experimentais de obesidade suportam esta hipótese, evidenciando 
que a redução da expressão de genes envolvidos na biogênese mitocondrial e menor 
capacidade de replicação e reparação do DNA mitocondrial (mtDNA), resultam no acúmulo 
de intermediários metabólitos da oxidação de ácidos graxos (diacilglicerol, acetil-CoA, acil-
carnitinas e ceramidas) capazes de alterar a sensibilidade à insulina (CHAURASIA; 
SUMMERS, 2015;  HARA et al., 2014;  WOLF et al., 2014).  O mecanismo proposto é que 
os elevados níveis de AGLs e seus intermediários metabólicos estejam relacionados com a 
ativação de uma série de serina cinases (m-TOR, JNK, IKK e PKC). Estas cinases fosforilam 
residuos de serina e consequentemente, atenuam a transmissão do sinal da insulina por meio 
da diminuição da capacidade do receptor da insulina se fosforilar em resíduos de tirosina, bem 
como os seus substratos (IRS-1 e IRS-2), desencadeando assim a resistência à insulina 
(GOOSSENS et al., 2016;  SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008;  WEI et al., 2008). 
A prática regular de exercício físico contribui para a melhora do perfil metabólico e 
redução da incidência e prevalência da obesidade e resistência à insulina. Dentre os fatores 
que o exercício físico contribui para a melhora da saúde metabólica, destacam-se as 
modificações da composição corporal (diminuição da gordura corporal e aumento da massa 
muscular) e melhora do controle da ingestão alimentar (AGUIAR et al., 2014;  BENITE-
RIBEIRO; SANTOS; DUARTE, 2014;  MARTIN et al., 2016). 
Paralelamente, o exercício físico melhora também a flexibilidade metabólica, a qual é 
definida pela capacidade de seleção de substrato para a produção de energia, aumentando a 
captação de glicose, oxidação de ácidos graxos, bem como função, tamanho e número de 
mitocôndrias do músculo esquelético. Todos estes fatores estão associados ao aumento da 
sensibilidade à insulina e melhora do controle glicêmico (BATTAGLIA et al., 2012;  DELA; 
PRATS; HELGE, 2014;  MARCINKO; STEINBERG, 2014;  RICHTER; HARGREAVES, 
2013). 
Neste contexto e se baseando nos achados dos estudos em larga escala e ensaios 
clínicos randomizados que evidenciaram que modificações comportamentais são eficazes na 
prevenção e tratamento da obesidade, do DM2 e resistência à insulina, o American College of 
Sports Medicine (ACSM) e American Diabetes Association (ADA) posicionam-se a favor dos 
benefícios da prática regular de exercício físico e da alimentação balanceada (BOOTH et al., 
2002;  KNOWLER et al., 2002;  LAMBERT; BULL, 2014;  LI et al., 2015;  PEDERSEN; 
SALTIN, 2006;  POPKIN et al., 2012;  RODEN, 2012).  
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1.2 Exercício físico e mecanismos moleculares do controle da biogênese mitocondrial 
As mitocôndrias respondem a perturbações na homeostase energética, alterando seu 
conteúdo e forma por um processo denominado biogênese mitocondrial, em que a expressão 
dos genes que codificam proteínas mitocondriais depende de vários fatores de transcrição 
(TFs) e correguladores da transcrição (EGAN; ZIERATH, 2013;  HOOD et al., 2011).  
Nos últimos cinco anos, o coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferador de 
peroxissoma gama (PGC1), codificado pelo gene PPAGC1, e o fator potenciador 
específico de miócito 2 (MEF2), principal ativador do PGC1 no músculo esquelético, tem 
recebido crescente atenção. O PGC1 trata-se de uma proteína coativadora, uma vez que não 
se liga diretamente ao DNA, mas a reguladores da transcrição, como PPARs, CREB e NFRs. 
Desta forma, promove aumento da expressão de genes envolvidos na biogênese mitocondrial, 
da função respiratória, da atividade de enzimas envolvidas na beta oxidação, ciclo de krebs e 
fosforilação oxidativa. (FERNANDEZ-MARCOS; AUWERX, 2011;  JORNAYVAZ; 
SHULMAN, 2010;  SCARPULLA, 2011;  SCARPULLA; VEGA; KELLY, 2012).  
Os receptores nucleares (NRs) ativados pelo PGC1α, também conhecidos como 
PPARs (receptor ativado por proliferador de peroxissoma) são um grupo de proteínas que 
desempenham papel essencial na regulação da diferenciação celular, desenvolvimento e 
metabolismo (carboidratos, lipídios e proteínas). Em relação à nomenclatura e distribuição 
nos tecidos, até agora foram identificados três famílias de NRs: α (alfa), expresso no fígado, 
rim, coração, músculo esquelético, intestino e tecido adiposo marrom; β/δ (beta/delta), 
expresso marcadamente no coração, fígado, músculo esquelético, cérebro, tecido adiposo e 
pele e o γ (gama), expresso principalmente nas células imunes, intestino e tecido adiposo 
branco e marrom (LIN; HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2005;  TYAGI et al., 2011). 
Neste contexto, o PGC1α é reconhecido como regulador chave na biogênese 
mitocondrial, pois a ligação e coativação do PGC1 aos NRs do músculo esquelético sinaliza 
a transcrição de uma variedade de genes (fatores nucleares respiratórios 1e 2 - NRF1/2, MEF2 
e receptor alpha ativado por proliferador de peroxissoma - PPARα) (DILLON; REBELO; 
MORAES, 2012;  PEREZ-SCHINDLER; PHILP, 2015;  SCARPULLA et al., 2012).  
Na sequência deste processo, os NRF1/2 regulam a expressão de proteínas tais como: 
fator A de transcrição mitocondrial – TFAM; transportadores mitocondriais da membrana 
externa, citocromo-oxidase IV (COX IV) e citocromo C (Figura 1) (CAMPBELL; 
KOLESAR; KAUFMAN, 2012;  FONTANESI, 2013;  HERRMANN et al., 2012;  PICCA; 
LEZZA, 2015;  SANTOS, J. M.; KOWLURU, 2013). O principal mecanismo conhecido, pelo 
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qual o exercício físico regula a biogênese mitocondrial é por meio do aumento na expressão 
do PGC1α, que resulta consequentemente, na maior capacidade oxidativa (EGAN; 
ZIERATH, 2013).  
 
 
Figura 1 – Mecanismo de biogênese mitocondrial. Inicialmente, manipulações genéticas, nutricionais, fármacos 
e exercício físico ativam a PGC1α por meio da deacetilação modulada pela SIRT1 ou fosforilação modulada por 
AMPK ou CAMK. Em seguida a ligação e coativação da PGC1 aos receptores nucleares (NRs) formam o 
complexo PGC1α/PPAR, que sinaliza a transcrição dos genes (NRF1/2, MEF2 e PPARα) envolvidos na 
oxidação de substratos e genes indutores da biogênese mitocondrial. Legenda: AMPK - proteína quinase 
dependente de AMP; TFAM - fator A de transcrição mitocondrial; MEF2 - fator potenciador específico de 
miócito 2; mtDNA - DNA mitocondrial; PGC1α -  coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferador de 
peroxissoma; CAMK - proteína quinase dependente de Ca
2+ 
calmodulina; COX5 IV - citocromo oxidase IV; 
PPAR - Receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma; SIRT1 – Sirtuina 1 deacetilase dependente de NAD; 
AICAR - Ribonucleótido 5-aminoimidazola-4-carboxamida é um análogo de monofosfato de adenosina (AMP), 
capaz de estimular a atividade de AMPK. Esta droga tem sido utilizada como um mimético do exercício físico, 
apresentando potencial aumento da atividade metabólica dos tecidos e no tratamento para a diabetes; NRs – 
receptores nucleares e  - ativação. 
 
Apesar do papel do PGC1α estar bem estabelecido e descrito no controle da biogênese 
mitocondrial, recentemente foi evidenciado a importância dos correpressores do receptor 
ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR). Para isto, foi proposto que o balanço e 
interação dos coativadores (CoAs) e correpressores (CoRs) transcricionais com os NRs 
funciona da seguinte forma: na ausência de um ligante ou na presença de um antagonista, os 
NRs recrutam CoRs, enquanto que a presença de ligantes induzem o recrutamento de CoAs 
(MOTTIS; MOUCHIROUD; AUWERX, 2013;  NAUTIYAL; CHRISTIAN; PARKER, 
2013).  
 
24 
 
 
Basicamente o mecanismo sugerido é que os correpressores “impedem” a ação dos 
coativatores. Ou seja, se por um lado temos o PGC1α como fator de ativação transcricional da 
biogênese mitocondrial, por outro temos os correpressores (correpressor do receptor nuclear 1 
- NCOR1 e receptor nuclear de interação da proteína 1 - RIP140) como fatores de repressão 
que neutralizam esses efeitos (PRIVALSKY, 2004). Os correpressores tornaram-se temas 
emergentes nos últimos anos, principalmente devido ao aumento da disponibilidade de dados 
do genome-scale. Contudo, o mecanismo de ação e a especificidade dos correpressores ainda 
são muito menos compreendidos comparados aos coativadores. 
 
1.3 Epigenética 
 
Epigenética é caracterizada como a ciência que estuda as modificações químicas no 
DNA ou na cromatina, que não envolvem mudanças na sequência de nucleotídeos do DNA, 
mas definem o padrão de expressão gênica (transcriptoma celular) (GOLDBERG; ALLIS; 
BERNSTEIN, 2007;  JABLONKA; LAMB, 2002;  NOBLE, 2015).  
Os padrões epigenéticos sofrem modulações em resposta a estímulos ambientais e os 
consequentes fenótipos adquiridos podem ser transmitidos aos descendentes (EGGER et al., 
2004;  FLEISCH; WRIGHT; BACCARELLI, 2012;  MURRELL; RAKYAN; BECK, 2005;  
SLYVKA; ZHANG; NOWAK, 2014). Portanto, a soma das modificações químicas do DNA 
do organismo, responsáveis pelas mudanças na expressão gênica constitui o epigenoma, que 
pode ser moldado por um processo contínuo e reversível (SLYVKA et al., 2014).  
Neste sentido, pesquisas têm apontado que alterações no epigenoma podem estar 
relacionadas com as doenças metabólicas, sugerindo do ponto de vista biológico, que as 
modificações epigenéticas são um link importante que podem explicar melhor como as 
mudanças do estilo de vida podem ter um impacto profundo e duradouro sobre o metabolismo 
e a saúde do indivíduo e de seus descendentes, contribuindo para a crescente manifestação e 
prevalência da obesidade e resistência à insulina (CHENG, Z.; ALMEIDA, 2014;  GAO et al., 
2014;  SANTOS, J. M.; TEWARI; BENITE-RIBEIRO, 2014;  SEKI et al., 2012;  VAN DIJK 
et al., 2015). 
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1.3.1 Mecanismos epigenéticos, exercício físico e biogênese mitocondrial 
De forma geral, pouco é conhecido a respeito dos mecanismos epigenéticos 
envolvidos na regulação da expressão gênica e sua influência nas adaptações metabólicas 
induzidas pelo exercício físico. Desse modo, a influência do exercício físico na modulação 
epigenética é um tema que ainda necessita de intensa investigação científica, pois o mesmo 
pode auxiliar no entendimento e tratamento da obesidade e diabetes e outras patologias que 
ocorrem devido a alterações nos mecanismos epigenéticos (BOUCHARD, 2012;  ROTH et 
al., 2012;  SARZYNSKI; GHOSH; BOUCHARD, 2016). 
Estudos revelaram que as já conhecidas adaptações agudas e crônicas induzidas pelo 
treinamento de endurance, ocorrem em resposta às modulações epigenéticas (BARRES et al., 
2012;  LING; RONN, 2014;  NTANASIS-STATHOPOULOS et al., 2013;  PAREJA-
GALEANO; SANCHIS-GOMAR; GARCIA-GIMENEZ, 2014a). Neste contexto, os 
mecanismos epigenéticos já descritos como atuantes no controle da homeostase energética da 
célula (redução da metilacão de PPAGC1 e NRF1, acetilação global da histona 3 e 
diminuição da expressão dos miR-33, miR-29b miR-494 e miR-696), são fatores que induzem 
o aumento da biogênese mitocondrial no músculo esquelético (LING; RONN, 2014;  
NTANASIS-STATHOPOULOS et al., 2013;  OVERMYER et al., 2015;  PHILP et al., 2014;  
ROWLANDS et al., 2014). 
Outra forma de modular a expressão gênica no músculo esquelético é pelo balanço 
entre os CoAs e CoRs do PPAR, no qual altera-se a estrutura da cromatina (heterocromatina – 
cromatina “fechada” ou eucromatina – cromatina “aberta”). Essa regulação é fundamental 
para impor a ordem na estrutura da cromatina, criando um ambiente mais ou menos 
permissivo para a transcrição gênica (Figura 2) (PERISSI et al., 2010;  SUN et al., 2013).   
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Figura 2 – Regulação ligante-dependente da atividade do receptor nuclear. Na ausência do ligante agonista ou a 
presença do ligante antagonista verifica-se a repressão gênica (seta pontilhada roxa), no qual ocorre pela ação 
combinada de vários complexos enzimáticos, denominados complexos de CoRs. Os CoRs recrutam proteínas 
HDACs, que reduzem a acetilação das caudas amino-terminais das histonas. Simultaneamente ocorre o aumento 
dos níveis de metilação do DNA pelas metilases e em alguns casos específicos observa-se o aumento dos níveis 
de ubiquitinação. Esses eventos conduzem a modificações da cromatina, que promovem uma mudança 
conformacional da cromatina do estado eu-cromatina (“mais relaxado”) para o estado heterocromatina (“menos 
relaxado”) numa determinada região da cromatina, que por sua vez reduz o acesso ao DNA e consequentemente 
reduz a transcrição gênica. Em contraste, o aumento da expressão gênica é conseguida pela presença dos ligantes 
agonistas (seta pontilhada laranja), que induzem a troca dos CoRs por CoAs. Os CoAs possuem atividade 
intrínseca com a HAT, que acetila as caudas amino-terminais das histonas. Simultaneamente ocorre a redução 
dos níveis de metilação do DNA pelas DNMTs. Esses eventos conduzem a modificações da cromatina, que 
promovem a mudança conformacional da cromatina para o estado eu-cromatina, o que permite maior acesso ao 
DNA e consequente aumento da transcrição gênica (BAYMAZ; KAREMAKER; VERMEULEN, 2015;  NAAR; 
LEMON; TJIAN, 2001;  PERISSI et al., 2010;  PRIVALSKY, 2004). Legenda: CoRs – correpressores; CoAs – 
coativadores; NRs – receptores nucleares; HAT - histona acetil-transferase; DNMTs - enzimas demetilases; 
HDACs -  histona deacetilases; SLFT – sítio de ligação do fator de transcrição;   - ativação;  - inibição;  - 
redução e  - aumento. 
 
 
1.3.2 Transmissão e reprogramação do metabolismo glicêmico pela dieta 
O conceito de que a hereditariedade é influenciada pelo ambiente é um tema 
interessante e bastante controverso. Estudos recentes vêm ganhando destaque no meio 
científico no qual a afirmação de Luther Burbank: “'hereditariedade é a soma de todo o 
ambiente passado” (BURBANK, 1906) baseado no pensamento evolutivo ao longo dos 
séculos, acrescenta informações adicionais na teoria de Charles Darwin. 
Uma implicação importante ao longo do tempo no sistema de herança ambiental é que 
se tem aumentado o número de evidências que sugerem que certas características adquiridas, 
podem ser reversíveis, temporárias e passadas para a próxima geração, alterando o fenótipo 
sem mudar o genótipo. Esse fenótipo herdável, que não depende estritamente da sequência do 
DNA proporciona um potencial mecanismo pelo qual os pais podem transferir informações, 
“assinaturas” moleculares, para sua prole sobre o ambiente que eles experimentaram. No que 
diz respeito aos aspectos relacionados ao controle glicêmico, um conjunto de estudos afirma 
que além do ambiente obesogênico, a obesidade dos pais já é um fator de risco para o 
desenvolvimento da obesidade e alterações no controle glicêmico dos filhos durante a infância 
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e a vida adulta (HANAFI et al., 2016;  MCPHERSON et al., 2015;  O'REILLY; REYNOLDS, 
2013;  TANVIG, 2014). 
A transmissão das informações genéticas e epigenéticas para a próxima geração 
ocorrem por meio das células germinativas (espermatozóide e ovócito). Para detectar de qual 
progenitor a modulação epigenética foi adquirida, avalia-se o imprinting genômico, no qual os 
genomas materno e paterno se distinguem um do outro, como resultado de uma metilação 
diferencial gameta específico, no qual os imprinted genes “escapam” do padrão de metilação 
em larga escala do DNA após a fertilização, podendo assim serem classificados como os 
candidatos perfeitos para detectar a modulação epigenética herdada. (COMBES; 
WHITELAW, 2010).  
Especificamente, o estilo de vida paterno tem sido muitas vezes atribuído a padrões de 
metilacão do DNA das células germinativas durante a espermatogênese, no qual algumas 
“assinaturas” epigenéticas adquiridas resultam em características fenotípicas passadas para a 
próxima geração. Prova disso é o IGF2 um gene paternalmente expresso, que estimula o 
crescimento fetal, enquanto o IGF2R gene maternalmente expresso, tende a diminuir o 
crescimento fetal. Pesquisas recentes demonstraram que a obesidade paterna está associada à 
diminuição da metilacão no DNA deste imprinted gene (CARONE et al., 2010;  HUGHES, 
2014;  SOUBRY et al., 2013).  
De fato, a dieta dos pais pode programar o metabolismo e transmitir essa programação 
para as gerações seguintes, resultando em profundas alterações na saúde da prole tais como: 
aumento da ingestão alimentar, aumento das taxas de obesidade, maior incidência de doenças 
metabólicas e disfunção do controle glicêmico (DE CASTRO BARBOSA et al., 2015;  
FULLSTON et al., 2013;  HALES; BARKER, 2013;  JIMENEZ-CHILLARON et al., 2016;  
REMELY et al., 2015).  
Apesar do mecanismo molecular pelo qual o estilo de vida dos pais afeta na saúde 
metabólica da prole ser pouco conhecido, devemos ainda considerar o papel dos gametas nos 
inúmeros processos de reprogramação epigenética que ocorrem até o desenvolvimento do 
embrião. Assim, com as novas descobertas sobre a flexibilidade do epigenoma, podemos 
afirmar que o indivíduo não está preso à sua herança genética e que estilo de vida dos 
progenitores pode impactar a expressão gênica das próximas gerações ao longo do tempo 
(HAQUE et al., 2016;  SCHMIDT; KORNFELD, 2016;  TREROTOLA et al., 2015;  VAN 
OTTERDIJK; MICHELS, 2016). 
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1.3.3 Transmissão e reprogramação do metabolismo glicêmico pelo exercício físico 
A maioria dos estudos sobre herança epigenética metabólica se concentrou, até o 
momento, nas influências dietéticas. No entanto, alguns trabalhos já evidenciam que o 
exercício físico pode ser outro fator crítico na reprogramação do metabolismo glicêmico da 
prole (F1). Um dos estudos pioneiros desta área foi publicado na década de 1990, no qual os 
pesquisadores verificaram que as gerações F1 e F2 de ratas que se exercitaram durante o 
período de pré-gestação, gestação e lactação apresentaram redução na taxa de crescimento e 
menor massa corporal total (PINTO; SHETTY, 1995).  
Estudos mais recentes nos quais camundongos fêmeas alimentadas com dieta 
hiperlipídica foram submetidas ao exercício físico no período pré-gestação e gestação 
demonstraram que a prole das progenitoras que se exercitaram apresentou maior tolerância à 
glicose e sensibilidade à insulina e menores concentrações plasmáticas de insulina e 
percentagem de gordura corporal ao longo do primeiro ano de vida (CARTER, L. G. et al., 
2012;  CARTER, L. G. et al., 2013;  STANFORD et al., 2015).  
Os desfechos supracitados são apoiados pelos dados que demonstram que o 
treinamento físico materno previne a hipermetilação do PGC1, sugerindo ainda que o grau 
de metilação ou desmetilação do DNA no gene da PGC1 possa estar relacionado com a 
“memória metabólica” da prole (LAKER et al., 2014;  MATHIAS et al., 2014).  
Os possíveis mecanismos responsáveis pelas modificações fenotípicas da próxima 
geração envolvem epimutações nas células germinativas (epigenoma dos gametas), 
especificamente nos padrões de metilação do DNA, modificações das histonas e na expressão 
de miRNAs, desencadeadas por mudanças no eixo hipotálamo-hipófise-testículo (HPT), 
estresse oxidativo e danos no DNA, o que pode resultar na alteração da transcrição de vários 
genes envolvidos com o controle glicêmico (FULLSTON et al., 2012;  GUNES; KULAC, 
2013;  KOUZMENKO et al., 2010;  SABETI et al., 2016). 
No entanto, os trabalhos publicados até o presente investigaram apenas a transmissão 
dos efeitos do exercício materno na composição corporal e controle glicêmico da prole. No 
entanto, a associação entre o metabolismo oxidativo e o controle glicêmico, herdados pela 
prole de progenitores machos submetidos a um treinamento físico, ainda não recebeu atenção.  
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2. OBJETIVO 
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2. OBJETIVO GERAL 
 Investigar a herança epigenética de um programa de treinamento físico dos 
progenitores machos (F0) sobre a capacidade oxidativa e função mitocondrial e sua associação 
com o controle glicêmico da prole (F1), bem como os possíveis mecanismos envolvidos neste 
controle. 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Analisar, os efeitos do treinamento de endurance (F0) paterno, sobre os seguintes 
parâmetros:  
 Transmissão das adaptações do treinamento paterno (F0) sobre os parâmetros da 
composição corporal, fisiológicos, bioquímicos e moleculares para a prole (F1); 
 Efeito da dieta hiperlipídica da prole (F1) sobre a transmissão das adaptações do 
treinamento paterno (F0); 
 Mecanismo de regulação da herança da função mitocondrial para a prole (F1); 
 Efeito da dieta hiperlipídica da prole (F1) sobre o mecanismo de regulação da herança 
da função mitocondrial. 
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3. JUSTIFICATIVA 
Apesar dos efeitos favoráveis induzidos pelo exercício físico dos progenitores no 
metabolismo da prole, grande parte dos estudos demonstram os fenômenos relacionados 
apenas com a transmissão materna, enquanto que o epigenoma paterno tem sido 
negligenciado (CHAMPAGNE, 2008;  CROPLEY et al., 2006;  WEAVER et al., 2004). A 
análise da herança epigenética modulada pelo exercício físico materno é bastante controversa, 
pois existe grande dificuldade em isolar os efeitos do exercício físico nos diferentes períodos 
(pré, per e pós-gestação), bem como a disponibilidade de nutrientes intrauterinos em tais 
momentos.  
Assim, a abordagem experimental dos efeitos epigenéticos paternos justifica-se no fato 
de que ao avaliar os efeitos do exercício físico na próxima geração, reduzimos as limitações 
supracitadas, devido os progenitores contribuírem com o esperma e que 50% dos genes 
autossômicos são herdados a partir de cada progenitor. Até o presente momento um único 
estudo documentou a transmissão dos efeitos do treinamento físico de progenitores machos 
para sua prole. Neste estudo tal caracterização, embora tenha evidenciado a transmissão da 
melhora do controle glicêmico na prole, o mesmo apresentou alguns vieses relativos ao 
treinamento físico e mecanismos moleculares (MURASHOV et al., 2016). 
Portanto, é oportuno considerar que os resultados deste trabalho poderiam 
proporcionar melhor compreensão do impacto do exercício físico paterno na herança do 
controle glicêmico para a próxima geração (F1). Assim, testaremos a hipótese que o 
treinamento de endurance paterno pode melhorar o controle glicêmico da prole (F1), 
aumentando a função mitocondrial do músculo esquelético por meio da maior expressão do 
PGC1α. 
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4. RESULTADOS 
Os resultados obtidos durante a realização deste trabalho estão apresentados a seguir 
sob a forma de artigo. 
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Offspring from endurance-trained fathers inherit improved mitochondrial function 
associated with PPAR co-repressor decreased 
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Summary 
Skeletal muscle capacity and mitochondrial function are tightly associated with glycemic 
control. The beneficial effects of exercise on glycemic control appear to be transmitted to 
offspring; however, the mechanisms underlying this transfer are still unknown. We 
investigated whether these benefits are related to the inheritance of skeletal muscle 
mitochondrial function and evaluated the possible signaling pathways involved. Male Swiss 
mice were subjected to 8 weeks of endurance training and mated with untrained females. The 
mitochondrial function and biogenesis of the offspring were assessed. As expected trained 
fathers demonstrated enhanced endurance performance, mitochondrial oxygen consumption, 
PGC-1 expression, and glycemic control. The offspring from trained mice also exhibited 
better endurance performance, mitochondrial oxygen consumption, glucose tolerance and 
insulin sensitivity. Intriguingly, PGC-1 expression and activity did not increase in the 
offspring from trained mice. However, lower levels of the PPAR co-repressors NCoR1 and 
RIP140 were detected. In conclusion, enhanced mitochondrial function is inherited by the 
offspring of trained fathers, and the signaling underlying this improved function is related to 
the decreased expression of PPAR co-repressors.  
 
Keywords: glycemic control, NCoR1, mitochondrial biogenesis, phenotype transmission 
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Introduction 
Large-scale epidemiological studies have linked low skeletal muscle capacity and 
mitochondrial dysfunction to several metabolic diseases, reduced lifespan and increased 
public health costs (LAM; LEROITH, 2012;  POPKIN et al., 2012). A healthy lifestyle 
promotes regulatory mechanisms that maintain oxidative capacity and support functional 
mitochondrial competence (CARTER, H. N.; CHEN; HOOD, 2015); both of these outcomes 
have been reported to improve insulin sensitivity (LARSEN et al., 2014). Mitochondrial 
biogenesis is tightly regulated by a nucleus–mitochondria signaling initiated by peroxisome 
proliferator-activated receptor-γ coactivator-1α (PGC-1α). The genetic and pharmacological 
manipulation of PGC-1α has been shown to improve mitochondrial function, preventing 
insulin resistance and ameliorating glucose homeostasis. Exercise is also a potent stimulator 
of mitochondrial biogenesis in muscle, upregulating PGC-1α and improving oxidative 
capacity and glycemic control (JACKSON; RYAN; ALWAY, 2011;  MUOIO; KOVES, 
2007). 
Environmental events can modulate metabolism through epigenetic mechanisms 
(GOLDBERG et al., 2007). Currently, it is widely accepted that exposure to a variety of 
environmental factors may program organisms. Furthermore, there is evidence that offspring 
can inherit exercise-induced adaptations, such as enhanced exercise willingness and glycemic 
control (DENHAM et al., 2014;  NTANASIS-STATHOPOULOS et al., 2013;  PAREJA-
GALEANO; SANCHIS-GOMAR; GARCIA-GIMENEZ, 2014b). We have observed that 
offspring derived from trained fathers exhibit higher glucose tolerance and insulin sensitivity. 
Such metabolic profiles are accompanied by similar modulations in DNA methylation in the 
progeny skeletal muscle and in the progenitor sperm (unpublished data).  
Mitochondrial metabolism, which is a common factor in all of these outcomes, may 
play a role in the described phenotypes. Therefore, we investigated whether offspring, derived 
from trained fathers, inherit training-induced mitochondrial function in association with 
improved glucose metabolism.  
 
Materials and methods 
Animal Studies and Interventions 
All experiments described were approved by the University of Campinas Committee 
for Ethics in Animal Experimentation, and performed according to the „„Principles of 
laboratory animal care‟‟ (protocol number: 3356-1). Male Swiss mice were obtained from the 
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breeding colony at UNICAMP (http://www.cemib.unicamp.br/) and maintained at 22 + 1°C, 
on a 12-h light–dark cycle, with free access to food and water.  
Weaned 21-day-old male mice were randomly distributed into the following groups: 
F0 trained group, which performed endurance training on a motorized treadmill (F0-T) or 
control untrained group (F0-NT). Trained and untrained F0 groups were fed ad libitum a 
standard diet (Figure 3 - stage 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 – Experimental design.  
Legend: F0-T – founders trained group; F0-NT - founders control untrained group; F1-CD:F0-NT - Offsprings 
from founders untrained mice and feed control diet; F1-HFD:F0-NT - Offsprings from founders untrained mice 
and feed High fat diet; F1-CD:F0-T - offsprings from trained mice and feed control; F1-HFD:F0-T - Offsprings 
from trained mice and feed High fat diet; ♂ - male e ♀ - female. 
 
Breeding and other offspring treatments 
During the last week of endurance training F0 males were mated with 10-wk-old 
regular weight and naturally cycling females. The F1 generation was obtained from six 
different male founders. During mating, 1 male and 2 female were housed for 5 consecutive 
days, during which they were allowed free access to a standard diet and water. The pregnancy 
was confirmed by the examination of vaginal plug for the presence of sperm and all female 
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mice were maintained on the same standard diet offered to the male F0 mice during the period 
of the experiment.  
Females were monitored daily from d 18 of pregnancy, and litter sizes were equalized 
to n = 8 between groups by euthanasia for litters n > 8, while litters with ˂ 8 pups were 
excluded from analysis. Litter size equalization ensured that the same numbers of offspring 
were raised by each mother, to limit between-litter variation due to postpartum competition 
for nutrients. Females were also kept on free access to the standard diet and water throughout 
gestation and lactation. 
Considering the difficulties that involve the use of molecular approaches to induce 
specific gene silencing or expression in this model, to obtain counterproofs of the mechanisms 
involved with the reported outcomes, we submitted the offspring from trained (F1-F0-T) and 
untrained (F1-F0-NT) fathers to acute bouts of exercise and high fat diet (HFD). These 
treatments are already known to up and down regulate mitochondrial function and glucose 
homeostasis, respectively. Therefore, after weaning, offspring was assigned to a HFD from 
21-day-old of age until 10 wk old (Figure 3 - stage 2). For a more detailed diet composition, 
see Table 1 (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Mice, only the ones that received standard 
diet, were submitted to an acute bout of exercise when offspring was 10 wk old. Acute 
exercise consisted of 1h running at 70% VO2 max. Mice were euthanized 2 h after the end of 
exercise and skeletal muscles were quickly collected and frozen at -80°C until analysis. 
 
Table 1. Composition of diets 
Ingredient (g/kg) Control High fat 
Casein 140 140 
Cornstarch 465.7 208.7 
Dextrinized cornstarch 155 100 
Sucrose 100 100 
L-cystine 1.8 1.8 
Fiber 50 50 
Soybean oil 40 40 
Mineral mix (AIN-93M)a) 35 35 
Vitamin mix (AIN-93M)a) 10 10 
Choline chlorhydrate 2.5 2.5 
Lard - 312 
Energy (kcal/kg) 3.88 5.44 
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Treadmill acclimatization  
All animals were submitted for two weeks at the same time the day before properly 
starting the training protocol. During the first week, animals were placed in the disconnected 
ergometer for a period of 5 to 15 minutes a day, to familiarize themselves with the sights, 
smell and sounds in the room of training. During the second week mice ran on the treadmill at 
5 cm/s velocity, 25° slope for a period of 5 to 15 minutes. This procedure was performed five 
days before any kind of exercise protocol (DAVIS et al., 1997;  DAVIS et al., 1998).  
 
Maximum oxygen consumption (VO2max.) 
Immediately before, during, and after the endurance training, VO2max. was measured 
in a sealed metabolic treadmill using a gas analyzer (Oxylet system; Panlab/Harvard 
Apparatus, Barcelona, Spain), according to a previous protocol (PAULA et al., 2015). The 
treadmill exercise test was conducted using a 25° slope throughout the test and included a 
warm-up period of 8 min at 15 cm/s. Subsequently, the treadmill speed was increased by 5 
cm/s per minute until exhaustion. The oxygen uptake was recorded at 1-s intervals using 
specific METABOLISM software (Panlab/Harvard Apparatus, Barcelona, Spain) coupled 
with the gas analyzer system. We defined exhaustion as the point when the mice could no 
longer stay off the shock grid. 
 
Maximal endurance running capacity 
Mice warmed up at a constant slope of 25° at 5 cm/s, during 5 min. Subsequently, the 
test was started using the same slope and increasing the speed to 15 cm/s. Speed was then 
constantly increased by 2 cm/s each 2 min. Mice ran until exhaustion. Exhaustion was defined 
when mice could no longer keep the pace (KOCH; BRITTON, 2001). 
 
Training protocol 
The F0-T mice trained 5 days per week for 8 weeks. Training intensity began at 60% 
for 20 minutes and continued until 80% of VO2max was reached for 60 min (Figure 4) 
(CALEGARI et al., 2012;  COSTA-JUNIOR et al., 2015;  PAULA et al., 2015).  
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Figure 4 – Endurance training protocol. 
 
Energy intake  
Total body weight was measured weekly throughout the experimental period. Food 
intake was determined by measuring the difference between the weight of diet given and the 
weight at the end of a 12-h period. We obtained the total food intake/animal‟s weight ratio 
and correspondent energy intake was calculated in Kcal per day. 
 
Spontaneous locomotor activity 
Each mice was placed individually in the singly onto the floor of a clear Perspex 
container (30 x 25 x 20 cm high). Spontaneous locomotor activity was evaluated and recorded 
automatically for a period over 24 h. The horizontal and vertical movements were measured 
by means of infrared photocells by the system LE001 PH MULTITAKE CAGE from Harvard 
Instruments (Panlab, Holliston, MA, USA).  
 
Blood samples collection and Metabolic measurements 
Blood samples were collected from the tail or after decapitation in heparinized tubes. 
Plasma and serum were obtained by centrifugation at 15.300 g at 4°C, for 10 minutes. 
Samples were then stored at -80°C, unless otherwise stated. Glycaemia was measured in 
whole blood using the hand held glycosimeter (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostic®). 
Plasma insulin concentration was measured by RIA using rat insulin as standard, 
125
I-labelled 
bovine insulin was used as the radioactive tracer and guinea-pig anti-porcine insulin serum 
used as the antibody (SCOTT; ATWATER; ROJAS, 1981). 
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Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) 
The mice received an intraperitoneal injection of glucose solution (1 g/kg BW in 0.9% 
NaCl) after overnight fasting (12 h). Blood samples (25-50 μl) were collected from the tail 
immediately before glucose injection at 0 min and then at 15, 30, 60, 90 and 120 min after 
injection to determine glucose and insulin concentrations. The glucose concentration was 
measured using a glucose analyzer (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostic®) (REZENDE 
et al., 2007). 
 
Intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT) 
The mice were removed the food for two hours prior to the test, then injected with 1 
U/kg BW human insulin (Biohulin®, Biobras, Brazil). Blood glucose was determined at 
baseline before receiving insulin at 0 min and then at 5, 10, 15, and 20 min after insulin 
injection. The slope was calculated using linear regression (time × Ln [glucose]) and 
multiplied by 100 to obtain the glucose decay rate constant during the insulin tolerance test 
(kITT, %/min) (BONORA et al., 1989). 
 
Enzymatic citrate synthase 
Muscle samples were taken from the left and right soleus muscle the citrate synthase 
(CS) (EC 4.1.3.34)
 
activity was measured spectrophotometrically in whole muscle 
homogenates in a medium containing 0.1 mM DTNB and 0.3 mM acetyl CoA by monitoring 
the decrease in absorbance at 412 nm for 3 min after the addition of 0.5 mM oxaloacetic acid. 
The soleus CS activity was expressed as international units per milligram wet tissue (SRERE, 
1969).  
 
Western blotting 
Muscle samples were taken from the gastrocnemius muscle and the western blotting 
experiments were performed using 50–80 µg of protein for SIRT-1 (#15404; Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, TX, USA), PGC-1α (#AB3242 Calbiochem, Merck Millipore), 
NCOR1( #5948; Cell Signaling Technology), RIP140 (#H-300; Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX, USA), Histone H3 (#9715; ; Cell Signaling Technology), HSP90 (#69703; Santa 
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) and GAPDH (#25778; Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX, USA) from the supernatants, were resolved by SDS-PAGE and transferred onto 
nitrocellulose membranes by electroblotting.  
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Membranes were blocked with 5% nonfat dry milk solution at room temperature, 
incubated overnight with specific primary antibodies at 4°C, and then incubated for 2 h with 
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies followed by chemiluminescence 
detection (SuperSignal West Femto; Pierce Biotechnology Incorporated, Rockford, IL, USA). 
Blots were scanned (Epson expression 1600 scanner), and the protein band densitometry was 
quantified using ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) 
(SANTOS, G. J. et al., 2011). 
 
Measurement of PGC-1α acetylation by immunoprecipitation 
PGC-1α acetylation was assessed in gastrocnemius muscle, 500 μg of gastrocnemius 
skeletal muscle protein were used for immunoprecipitation (EDTA 10 mM pH 7; Tris 10 mM 
pH 7,5; sodium pyrophosphate 100 mM; sodium fluoride 100 mM; sodium orthovanadate 10 
mM; PMSF 2 mM; aprotinin 0,1 mg/mL e Triton-X100 1%). Equal amounts of protein 
extracts were used for immunoprecipitation with anti- PGC-1α antibody (#AB3242 
Calbiochem, Merck Millipore) and the samples were rotated overnight (4°C) (Maines et al., 
2004). After the samples were incubated, protein A sepharose 6MB beads (#17-0469-01; 
Thermo Fisher Scientific) were added to samples and rotated for additional 2 hours (4°C).  
Immunoprecipitate was washed three times with buffer (orthovanadate of Na 2 mM, 
Trisma 100 mM, EDTA 1 mM and Triton 0.5%). For each wash, beads were gently mixed, 
centrifuged for 5 min at 15.300 g at 4°C and supernatant was discarded. Pellet was added to 
Laemmli buffer, boiled for 5 minutes before separation using standard SDS-PAGE gels, and 
then transferred to nitrocellulose membranes (CHENG, A. et al., 2016). Membranes were 
immunoblotted with anti-Acetylated-Lysine antibody (#9441; Cell Signaling Technology). 
Immunoblotting images were analyzed using Image J software. 
 
High-resolution respirometry 
Muscle samples were taken from the gastrocnemius muscle and after transferring the 
tissue sample into ice-cold BIOPS (10 mM Ca-EGTA buffer, 0.1 µM free calcium, 20 mM 
imidazole, 20 mM taurine, 50 mM K-MES, 0.5 mM DTT, 6.56 mM MgCl2, 5.77 mM ATP, 
15 mM phosphocreatine, pH 7.1), connective tissue was removed and the muscle fibers were 
mechanically separated using two pairs of forceps with sharp tips. Complete permeabilization 
of the plasma membrane was ensured by gentle agitation for 30 min at 4°C in saponin 
solution, add 20 µL saponin stock solution to 2 mL BIOPS (saponin stock solution: add 5 mg 
saponin to 1 mL BIOPS). 
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The oxygen consumption of permeabilized muscle fibers was measured using a 
closed-chamber high-resolution respirometry Oxygraph-2k (OROBOROS INSTRUMENTS, 
Innsbruck, Austria) equipped with a magnetic stirrer and temperature control set at 37 ◦C, 
using 4–8 mg tissue wet weight in each 2 mL glass chamber containing 2 mL of MiR05 
(Histidine 20 mM, Vitamin E succinate 20 µM, glutathione 3 mM, Leupeptine 1 µM, 
Glutamate 2 mM, Malate 2 mM and Mg-ATP 2 mM) at 37.0°C (BOUSHEL et al., 2007). 
Oxygen concentration, [O2] (mM), and oxygen flux per muscle mass (pmol O2•s
-1
 •mg
-
1
Ww) were recorded online using DatLab software (OROBOROS INSTRUMENTS, 
Innsbruck, Austria). Then oxidative phosphorylation and mitochondrial respiratory activity 
were analyzed by the sequential addition of 8 µL ADP 200 µM, 8 µl oligomycin 200 µM and 
2 µl of the uncoupler FCCP 100 µM. Data were analyzed using the DatLab software 
(ROSSATO et al., 2014). 
 
RNA extraction and real-time PCR 
Gastrocnemius skeletal muscle tissue was collected in 1 ml TRIzol reagent 
(Invitrogen). Total RNA was isolated according to the manufacturer‟s guidelines and 
quantified using a NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific®). The 
purity and integrity of RNA were verified using agarose gel electrophoresis. cDNA was 
prepared using 3 µg total RNA and MultiScribe reverse transcriptase (Applied Biosystems, 
Grand Island, NY, USA).  
The expression of PGC-1α, SIRT-1, NRF1, TFAM, COX5, CS, NCOR1, RIP 140, 
PDK4 and GAPDH was measured (Table 2). Real-time PCR was conducted using the 
StepOne thermocycler (Applied Biosystems). The PCR conditions were 95°C for 10 min, 
followed by 40 cycles at 95°C for 10 s and 60°C for 30 s. Real-time PCR data were analyzed 
using the Sequence Detector System 1.7  (Applied Biosystems). 
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Table 2 – Sequency of primers 
 
Legend: F – Forward; R – Reverse; PGC1α - peroxisome proliferative activated receptor, gamma, coactivator 1 
alpha; SIRT1 - sirtuin-1; NRF1- nuclear respiratory factor 1; TFAM - transcription factor A, mitochondrial; COX 
5 - cytochrome c oxidase subunit V; CS-  citrate synthase; NCOR1 - nuclear receptor corepressor 1; RIP140 - 
Nuclear receptor-interacting protein 1; PDK4 - pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 and GAPDH - 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. 
 
 
Global HDAC enzyme activity 
Gastrocnemius muscles, approximately 50 mg wet weight samples, were separated 
into three subcellular fractions containing the cytoplasm, nuclei and mitochondria (Figure 5) 
(DIMAURO et al., 2012). HDAC enzyme activity was determined using an HDAC Assay Kit 
(Fluorometric Detection catalog #17-372, Upstate Biotechnology, Temecula, CA, USA) 
according to the manufacturer‟s instructions. Briefly, the samples were incubated with the 
HDAC assay substrate at 30°C for 60 min before addition of the activator solution. The 
mixtures were incubated for an additional 15 min at room temperature, and HDAC enzyme 
activity was measured on a microplate reader (excitation = 380 nm, emission = 460 nm) and 
expressed as µM/min/µg protein (DOS SANTOS SANT' ANNA et al., 2013).  
Genes GeneBank Oligonucleotide sequence (5’ – 3’) 
Amplicon 
(pb) 
PGC1α NM_008904.2 
F: TGAACGCACCTTAAGTGTGGAA 
87 
R: GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATGA 
SIRT1 NM_019812.3 
F: AGCAGGTTGCAGGAATCCAA 
102 
R: ACGAACAGCTTCACAATCAACTT 
NRF1 NM_001164226.1 
F: TGCCCAAGTGAATTACTCTGC 
89 
R: TCGTCTGGATGGTCATTTCAC 
TFAM NM_009360.4 
F: CACCCAGATGCAAAACTTTCAG 
147 
R: CTGCTCTTTATACTTGCTCACAG 
COX 5 NM_007747.2 
F: TGTTGGCTATGATCTGGTTCC 
130 
R: TTATTGAGGTCCTGCTTTGTCC 
CS NM_026444.3 
F: TGTCAGATGAGAAGTTACGAGAC 
146 
R: TCCTTAGGCAGATGTTTCAG 
NCOR1 NM_001252313.1 
F: CTGGTCTTTCAGCCACCATT 
189 
R: CCTTCATTGGATCCTCCATC 
RIP140 NM_173440.2 
F: AGAACGCACATCAGGTGGCA 
111 
R: GATGGCCAGACACCCCTTTG 
PDK4 NM_013743.2 
F: GGATTACTGACCGCCTCTTTAG 
95 
R: GTAACCAAAACCAGCCAAAGG 
GAPDH NM_001289726.1 
F: CCTGCACCACCAACTGCTTA 
154 
R: GCCCCACGGCCATCACGCCA 
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Figure 5 – The subcellular fractions - Histone H3 and GAPDH protein content in skeletal muscle fractions 
(nuclear, mitochondrial and cytosolic). 
 
Liver triglycerides content 
Liver lipids were extracted using Folch method (FOLCH; LEES; SLOANE 
STANLEY, 1957). Lipid extract was re-suspended in Triton buffer (20 mL of 0.5 M 
potassium phosphate pH 7.4, 0.25 M NaCl, 25 mM cholic acid, 0,5% Triton X-100) and 
triglycerides were determined using the enzymatic-colorimetric method according to the 
manufactures‟ instructions (Chod-Pad; Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany). 
 
Histological analysis 
Liver and adipose tissue samples were incubated in 10% phosphate-buffered 
formaldehyde at room temperature. Samples were washed 3 times with PBS buffer and fixed 
in 70% ethanol. After fixation, tissues were embedded in paraffin, sectioned in 5 µm and then 
stained with hematoxylin-eosin (HE). 
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Statistics 
The results are presented as the means ± SE for the number of determinations (n) 
indicated. For experiments examining founders and F1 offspring, the data were analyzed using 
the comparison between intra-group Student‟s dependen and the comparison between inter-
group the data were analyzed using independent T test. For the comparison between more 
than two groups the data were analyzed using Anova One-Way and post hoc de Bonferroni. 
Levels of significance are indicated with a symbol (P < 0.05). Prior to Student‟s T test 
analysis, homoscedasticity and a Gaussian distribution of the samples were assumed based on 
the Barlet Test and the Shapiro-Wilk normality test. We adopted an effect size ≥ 0.80 and a 
study power of 0.80. 
 
RESULTS  
Effects of endurance training on F0 males  
F0-T exhibited smaller fat pads, larger gastrocnemius muscles and higher BAT weights 
(Figure 6). Endurance training increased the distance travelled, top speed attained, VO2max 
and citrate synthase activity (Figure 7 A – D). Blood glucose decreased more rapidly in F0-T 
mice, which also exhibited lower insulinemia during ipGTT (Figure 8 A - C). The 
mitochondrial oxygen consumption was higher in F0-T mice. We observed increases in key 
oxidative protein content (PGC-1 and SIRT-1) and gene expression (PGC-1, SIRT-1, 
NRF-1 and COX 5) (Figure 9 A – D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 - Effects of endurance training on F0 male mice in tissue weight after 8 weeks. The data are expressed 
as the mean ± S.E., n=6. Comparison between two individual groups: F0-NT vs. F0-T † was assessed by 
independent T test. Symbol indicates p < 0.05. (F0-NT - founders without endurance training; F0-T - founders 
with endurance training). Legend: Gastro - gastrocnemius; Retro - retroperitoneal; Peri - perigonadal; BAT – 
brow adipose tissue  
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Figure 7 - Effects of endurance training on F0 male mice in physiological and biochemistry parameters. (A) 
Maximum oxygen consumption (VO2 max), (B and C) distance travelled and top speed attained in the maximum 
test, (D) citrate synthase activity measured in muscle samples taken from left and right soleus. The data are 
expressed as the mean ± S.E., n=6. Comparison between two individual groups: F0-NT vs. F0-T † was assessed 
by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. (F0-NT - founders without endurance training; F0-T - founders 
with endurance training). 
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Figure 8 - Effects of endurance training on F0 male mice glycemic control. (A and B) intraperitoneal glucose 
tolerance test (ipGTT) as well as ipGTT expressed in AUC, (C) insulinemia during ipGTT. The data are 
expressed as the mean ± S.E., n=6. Comparison between two individual groups: F0-NT vs. F0-T † was assessed 
by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. (F0-NT - founders without endurance training; F0-T - founders 
with endurance training). 
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Figure 9 - Effects of endurance training on F0 male mice molecular parameters. (A) mitochondrial oxygen 
consumption in skeletal muscle, (B) mRNA expression of oxidative genes in skeletal muscle and (C and D) 
PGC-1α and SIRT 1 protein content in skeletal muscle. The data are expressed as the mean ± S.E., n=6. 
Comparison between two individual groups: F0-NT vs. F0-T † was assessed by independent T test. Symbol 
indicates p < 0.05. (F0-NT - founders without endurance training; F0-T - founders with endurance training). 
 
Next, we covered a wide range of training-induced adaptations to analyze if this 
phenotype would be transmitted to the offspring. In addition, considering that genetic 
mitochondrial characteristics are inherited from the maternal progenitor, we measured some 
parameters from the female founders to ensure that the higher offspring mitochondrial 
function was inherited from F0-T.  No differences in any parameter were observed in females 
mated with mice from the F0-NT or F0-T groups (Figure 10 A – E). 
 
 
 
51 
 
 
Figure 10 - Metabolic characteristics of F0 female mice. (A) Body weights of female mice over 21 days, (B) 
intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT), (C) ipGTT expressed as AUC of the graph in (B), (D) insulinemia 
basal levels, (E) mitochondrial oxygen consumption in skeletal muscle. The data are expressed as the mean ± 
S.E., n=6. Comparison between two individual groups: female mice mated with male F0-NT vs. female mice 
mated with male F0-T § was assessed by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. (F0 female x F0-NT - 
female mice mated with male mice without endurance training; F0 female x F0-T - female mice mated with male 
mice with endurance training).  
 
Paternal training features are transmitted to offspring  
The offspring from trained mice (F1-F0-T) demonstrated close to two-fold higher time 
to exhaustion and overall distance travelled (Figure 11A and B). The glucose tolerance was 
increased in F1-F0-T mice, likely due to improved insulin sensitivity once insulinemia was 
reduced in this group (Figure 12 A and B).   
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Figure 11 – Effects of paternal training on F1 male offspring physiological parameters. (A) Time until exhaustion 
and (B) Distance until exhaustion. The data are expressed as the mean ± S.E., n= 5-6. Comparison between two 
individual groups: F1:F0-NT vs. F1:F0-T * was assessed by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. 
Legend: F1:F0-NT - offspring from untrained mice; F1:F0-T - offspring from trained mice; CD – standard diet 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 - Effects of paternal training on F1 male offspring glycemic control. (A) intraperitoneal glucose 
tolerance test (ipGTT) and (B) KITT calculated during intraperitoneal insulin tolerance test. The data are 
expressed as the mean ± S.E., n= 5-6. Comparison between two individual groups: F1:F0-NT vs. F1:F0-T * was 
assessed by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1:F0-NT - offspring from untrained mice; 
F1:F0-T - offspring from trained mice and CD – standard diet 
 
A higher fat oxidation capacity, expressed as lower respiratory quotient (RQ) values, 
and higher mitochondrial oxygen consumption were observed in F1-F0-T mice. Oxidative 
gene expression (NRF-1, TFAM and CS) was increased in F1-F0-T mice (Figure 13 A – D). 
When F1-F0-T mice were fed an HFD for 10 weeks, they exhibited obesity features (Figure 21 
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and 22) and metabolism reprogramming. It was reported lower endurance performance, an 
impaired glycemic control and loss of higher mitochondrial function as well as oxidative gene 
expression (Figure 14 A – F).  
Figure 13 – Effects of paternal training on F1 male offspring mitochondrial function and molecular parameters. 
(A and B) RQ during test and average RQ, (B) (C) mitochondrial oxygen consumption in skeletal muscle and 
(D) mRNA expression of oxidative genes in skeletal muscle. The data are expressed as the mean ± S.E., n= 5-6. 
Comparison between two individual groups: F1:F0-NT vs. F1:F0-T * was assessed by independent T test. Symbol 
indicates p < 0.05. Legend: F1:F0-NT - offspring from untrained mice; F1:F0-T - offspring from trained mice and 
CD – standard diet 
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Figure 14 - Effects of paternal training on F1 male offspring physiological parameters, mitochondrial function 
and glycemic control in mice fed HFD. (A and B) Time and distance until exhaustion, (C) intraperitoneal 
glucose tolerance test (ipGTT), (D) KITT calculated during intraperitoneal insulin tolerance test, (E) 
mitochondrial oxygen consumption in skeletal muscle and (F) mRNA expression of oxidative genes in skeletal 
muscle. The data are expressed as the mean ± S.E., n= 5-6. Comparison between two individual groups: F1:F0-
NT vs. F1:F0-T * was assessed by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1:F0-NT - offspring 
from untrained mice; F1:F0-T - offspring from trained mice and HFD – high fat diet. 
 
 
Mitochondrial function inheritance does not transmit through PGC1α 
There were no significant differences in PGC-1α mRNA expression and protein 
content between both groups. PGC-1α acetylation levels and nuclear protein content were 
similar in both groups (Figure 15 A - D). Acute exercise enhanced PGC-1α mRNA expression 
and protein content compared to resting values; however, these increases did not differ 
between F1-F0-T and F1-F0-NT mice (Figure 16 A and B).  
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Figure 15 – The inheritance of mitochondrial function in F1 male offspring does not transmit through PGC1α. (A 
and B) mRNA and protein content of PGC-1α, (C) PGC-1α lysine acetylation, (D) nuclear protein content of 
PGC-1α. The data are expressed as the mean ± S.E., n= 5-6. Comparison between two individual groups: F1:F0-
NT vs. F1:F0-T * was assessed by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1:F0-NT - offspring 
from untrained mice; F1:F0-T - offspring from trained mice and CD – standard diet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16 - Acute exercise modulates PGC1α but is not influenced by genotype. (A and B) PGC1α mRNA gene 
expression and protein content after acute exercise. The data are expressed as the mean ± S.E., n= 3-5. 
Comparison between two individual groups: F1:F0-NT vs. F1:F0-T * was assessed by independent T test and 
comparison pre vs. post experimental period # was assessed by dependent T test. Symbol indicates p < 0.05. 
Legend: F1:F0-NT - offspring from untrained mice; F1:F0-T - offspring from trained mice and CD – standard diet. 
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Mitochondrial function inheritance is associated with PPAR corepressors  
The mRNA expression and protein content of corepressors NCoR1 and RIP140 were 
decreased in F1-F0-T mice (Figure 17 A – D). NCoR1 modulates global HDAC and PDK4 
expression (YAMAMOTO et al., 2011), thus we measured these parameters in our groups. In 
agreement, F1-F0-T exhibited lower global HDAC enzyme activity and PDK4 mRNA 
expression. Acute exercise did not alter NCoR1 expression, which demonstrated the same 
profile as the resting baseline after effort (Figure 18 A – C). When mice were fed a HFD, the 
transmission of exercise-induced alterations in NCoR1 and RIP140 gene expression and 
protein content was nearly abolished, strengthening the potential role of corepressors in 
mitochondrial biogenesis (Figure 19 A – D).  
 
Figure 17 – Inheritance of mitochondrial function in F1 male offspring transmits through the PPAR corepressors 
NCoR1 and RIP140. (A, B, C and D) mRNA and protein contents of NCoR1 and RIP140 in skeletal muscle. The 
data are expressed as the mean ± S.E., n= 5-6. Comparison between two individual groups: F1:F0-NT vs. F1:F0-T 
* was assessed by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1:F0-NT - offspring from untrained 
mice; F1:F0-T - offspring from trained mice and CD – standard diet. 
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Figure 18 – NCoR1 modulates global HDAC and PDK4 expression. (A) mRNA expression of the NCoR1 gene 
after acute exercise, (B) global HDAC enzyme activity and (C) mRNA expression of the PDK4 gene. The data 
are expressed as the mean ± S.E., n= 3-5. Comparison between two individual groups: F1:F0-NT vs. F1:F0-T * 
was assessed by independent T test and comparison pre vs. post experimental period # was assessed by 
dependent T test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1:F0-NT - offspring from untrained mice; F1:F0-T - 
offspring from trained mice and CD – standard diet. 
 
  
 
Figure 19 – HFD effects on co-repressors gene expression and protein content. (A, B, C and D) mRNA 
expression and protein content of the NCoR1 and RIP140 genes in skeletal muscle from mice fed an HFD. The 
data are expressed as the mean ± S.E., n= 3-5. Comparison between two individual groups: F1:F0-NT vs. F1:F0-T 
* was assessed by independent T test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1:F0-NT - offspring from untrained 
mice; F1:F0-T - offspring from trained mice and HFD – high fat diet. 
 
 
Supplementary data 
F1-T exhibited smaller birthweight, but the body weight at 21 days was similar in both 
groups. When mice feed HFD, we observed an increased the the body mass evolution over 10 
weeks and total body mass evolution expressed as AUC (Figure 20 A – D). When F1-F0-T 
58 
 
 
was subjected to the HFD, we observed an increased the levels of liver triglycerides and 
adipocyte diameter (Figure 21 A - C). As expected the offsprings fed HFD eat more calories, 
while the spontaneous locomotor activity was higher in the dark cycle and similar between 
groups (Figure 22 A - C). 
 
Figure 20 – Effects of paternal training and high fat diet on male F1 offspring in body parameters. (A) 
birthweight, (B) body weight at 21 days, (C) body mass evolution over 10 weeks and (D) total body mass 
evolution expressed as AUC. The data are expressed as the mean ± S.E., n = 3 - 6. Comparison between two 
individual groups: F1: F0-NT  Vs F1: F0-T  ( ) was assessed by independent T test; comparison effect of diet  
(F1-CD:F0-NT  Vs F1-HFD:F0-NT  and F1-CD:F0-T Vs F1-HFD:F0-T) () and  - light cycle vs dark cycle was 
assessed by one-way Anova Bonferroni post test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1-CD:F0-NT - offspring 
from untrained mice fed a standard diet; F1-CD:F0-T - offspring trained mice fed a standard diet; F1-HFD:F0-NT 
- offspring from untrained mice fed a high fat diet; F1-HFD:F0-T - offspring from trained mice fed a high fat diet. 
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Figure 21 – Effects of paternal training and high fat diet in the liver of male F1 offspring. (A) hepatic TG, (B) 
adipocyte diameter, (C) liver and adipose tissue histological analysis The data are expressed as the mean ± S.E., 
n = 3 - 6. Comparison between effect of diet (F1-CD:F0-NT  Vs F1-HFD:F0-NT  and F1-CD:F0-T Vs F1-HFD:F0-
T) () and  - light cycle vs dark cycle was assessed by one-way Anova Bonferroni post test. Symbol indicates p 
< 0.05. . Legend: F1-CD:F0-NT - offspring from untrained mice fed a standard diet; F1-CD:F0-T - offspring 
trained mice fed a standard diet; F1-HFD:F0-NT - offspring from untrained mice fed a high fat diet; F1-HFD:F0-T 
- offspring from trained mice fed a high fat diet. 
 
 
Figure 22 – Effects of paternal training and high fat diet on male F1 offspring food intake and locomotor 
activity. (A) food intake, (B) spontaneous locomotor activity and (C) spontaneous locomotor activity as AUC. 
The data are expressed as the mean ± S.E., n = 3 - 6. Comparison between effect of diet (F1-CD:F0-NT  Vs F1-
HFD:F0-NT  and F1-CD:F0-T Vs F1-HFD:F0-T) () and  - light cycle vs dark cycle was assessed by one-way 
Anova Tukey post test. Symbol indicates p < 0.05. Legend: F1-CD:F0-NT - offspring from untrained mice fed a 
standard diet; F1-CD:F0-T - offspring trained mice fed a standard diet; F1-HFD:F0-NT - offspring from untrained 
mice fed a high fat diet; F1-HFD:F0-T - offspring from trained mice fed a high fat diet. 
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DISCUSSION 
Confirming our hypothesis, the higher insulin sensitivity observed in F1-F0-T mice was 
likely attributable to the enhancement of mitochondrial function. However, mitochondrial 
function inheritance was not associated with alterations to PGC-1α. Remarkably, we found 
that this signaling may be controlled by PPAR corepressors.  
The observed F1-F0-T inheritance of higher rates of mitochondrial function supports 
enhanced endurance capacity and glucose handling. Our results also link mitochondrial 
function to insulin sensitivity, with F1-F0-T mice exhibiting higher fat oxidation during rest 
and exercise, likely avoiding the accumulation of fat metabolites and insulin signaling 
impairment. We strengthened the association between mitochondrial function and glycemic 
control and the transmission of this phenotype with our observation of impaired F1-F0-T 
glycemic control and mitochondrial function when offspring were challenged with an HFD. 
When F1-F0-T was subjected to the HFD, we observed a reprogramming of the metabolism. It 
led to the abolishment of higher skeletal muscle mitochondrial function and increased the 
levels of liver triglycerides. Overall, these outcomes might have contributed to the higher 
insulin resistance in the F1-F0-T.      
When investigating the signaling involved in enhanced mitochondrial biogenesis in 
offspring, we hypothesized that PGC-1, the master modulator of mitochondrial biogenesis, 
would be involved. It has already been shown that offspring from trained dams exhibit lower 
methylation levels of the PGC-1 gene, which might favor PGC-1 expression (LAKER et 
al., 2014;  MATHIAS et al., 2014). However, surprisingly, our results did not confirm this 
hypothesis (Figure 15 A-D and 16 A and B). 
Although we did observe the increased transcription of several genes involved in 
oxidative metabolism and mitochondrial biogenesis, PGC-1 mRNA and protein content 
were not increased. Additionally, the PGC-1 activity, evaluated in terms of its acetylation 
levels and nuclear content, did not differ between F1-F0-T and F1-F0-NT mice. In a final 
attempt to determine if mitochondrial biogenesis signaling involved PGC-1, we investigated 
whether F1-F0-T mice were more responsive to an acute bout of exercise. PGC-1 expression 
was increased compared to resting values, but there was no significant difference between F1-
F0-T and F1-F0-NT mice. These data strongly suggest that mitochondrial biogenesis signaling 
does not involve PGC-1 in this model. 
 Therefore, we changed our focus and sought to determine whether there was a 
possible role for PPAR corepressors. Although little is known about nuclear receptor 
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corepressors, NCoR1 and RIP140 have been described to control skeletal muscle 
mitochondrial biogenesis and oxidative gene expression in a PGC-1-antagonistic manner 
(PEREZ-SCHINDLER et al., 2012). We observed that expression of these corepressors was 
down-regulated in F1-F0-T mice. Furthermore, when F1-F0-T mice were challenged with an 
HFD and lost their higher mitochondrial function, the expression of NCoR1 and RIP 140 was 
increased. When we evaluated the responsiveness of the corepressors to an acute bout of 
exercise, NCoR1 levels remained unchanged and mRNA expression was reduced in F1-F0-T 
mice, suggesting an important role for this protein in mitochondrial biogenesis signaling. 
Therefore, this balance between co-activation and corepression suggests that F1-F0-T 
demonstrates higher oxidative metabolism due to reduced corepressor expression. Supporting 
our findings, it was previously shown that animals lacking NCoR1 and RIP140 exhibited 
higher rates of endurance capacity and oxygen consumption (PEREZ-SCHINDLER et al., 
2012;  SETH et al., 2007;  YAMAMOTO et al., 2011).  
 The selective degradation of NCoR1 by the ubiquitin-proteasome system might be the 
primary mechanism acting to reduce NCoR1 protein levels in F1-F0-T mice. This hypothesis 
relies on the fact that NCoR1 turnover appears to be essential to mitochondrial gene 
regulation (CATIC et al., 2013), and transcriptional activation by nuclear receptors, including 
PPAR, requires NCoR1 degradation mediated by recruitment of the ubiquitin conjugating/19S 
proteasome complex (PERISSI et al., 2004). NCoR1 acts as a docking platform for the 
binding of chromatin modifying enzymes such as HDACs, playing an important role in the 
epigenetic regulation of gene expression (MOTTIS et al., 2013). The reduced levels of 
NCoR1 observed in F1-F0-T mice would, therefore, directly impact chromatin acetylation 
status. Indeed, we observed a significant decrease in total HDAC activity, suggesting that 
metabolic inheritance may be regulated in part by the transcriptional control of NCoR1 
derepression via metabolic gene programs. Taken together, our results suggest an interesting 
link between corepressor-mediated derepression and epigenetic control of metabolic 
inheritance from exercised-trained fathers, highlighting NCoR1 as a key regulator in this 
process. However, further studies are required to elucidate the major downstream components 
involved in NCoR1 control over the inherited epigenetic regulation of metabolism signaling 
pathways.  
In summary, our study shows the inheritance of higher mitochondrial function from 
trained fathers to their offspring and suggests that this outcome is associated with improved 
glycemic control. Another novel finding involves elucidation of the signaling underlying 
mitochondrial biogenesis; specifically, we found that whereas in exercised subjects 
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mitochondrial function increases through PGC-1, the transmission of the higher 
mitochondrial function to offspring appears to be mediated through reductions in PPAR 
corepressors, primarily NCoR1.  Our data also suggest that PPAR corepressors may be 
another potential therapeutic target to counteract the development of metabolic diseases, 
including those inherited from progenitors.  
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5. DISCUSSÃO 
Existe um crescente número de evidências, na literatura, que apoiam a transmissão e 
reprogramação do metabolismo da glicose, com consequente perpetuação dos efeitos desta 
programação nas gerações seguintes em resposta à dieta paterna e/ou materna (CARONE et 
al., 2010;  DUNN; BALE, 2009;  NG, S. F. et al., 2010). Além do papel da dieta dos 
progenitores, estudos mais recentes mostram que o treinamento físico também tem um 
impacto significativo na melhora da composição corporal e do controle glicêmico dos 
descendentes (GUTH et al., 2013;  MURASHOV et al., 2016;  PINTO; SHETTY, 1995). 
Até o presente momento a maioria das pesquisas que investiga a herança epigenética, 
analisou somente o efeito do treinamento físico materno. Por outro lado, o efeito do 
treinamento físico paterno e seu reflexo na eficiência e reprogramação do metabolismo da 
glicose da prole não tem recebido a mesma atenção. Considerando este cenário e o papel do 
metabolismo mitocondrial, como um aspecto comum na melhora do perfil metabólico e 
melhora da resistência à insulina, pode-se afirmar que as adaptações do treinamento físico 
incluindo melhora da organização, função, tamanho e número de mitocôndrias do músculo 
esquelético podem ter um impacto positivo no fenótipo (composição corporal, controle 
glicêmico e capacidade de endurance) da prole (EGAN; ZIERATH, 2013;  GOODPASTER; 
COEN, 2014). 
O protocolo de treinamento físico proposto em nossa pesquisa foi eficiente e 
reproduziu todos os resultados de desempenho físico, fisiológicos, bioquímicos e moleculares 
relatados na literatura (AGUIAR et al., 2014;  EGAN; ZIERATH, 2013;  HAWLEY et al., 
2014). O aumento da capacidade de endurance medido pelo teste de VO2máx. e outros 
parâmetros (distância percorrida e velocidade máxima alcançada) corroboram com a  maior 
função mitocondrial, que está associado com a maior atividade da enzima citrato sintase (EC 
4.1.3.7), expressão de genes oxidativos e proteínas chaves que ativam transcricionalmente 
uma variedade de genes envolvidos na biogênese mitocondrial do músculo esquelético 
(EGAN; ZIERATH, 2013;  JONES; CARTER, 2000).  
Como esperado, além da função mitocondrial, o metabolismo da glicose também 
melhorou, pois os camundongos treinados apresentaram maior tolerância à glicose e menor 
insulinemia após o teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT). Após comprovar 
todos os efeitos positivos do protocolo de treinamento de endurance nos progenitores, o 
próximo passo foi avaliar a prole e verificar se as adaptações fisiológicas e moleculares, 
principalmente em relação à função mitocondrial e ao metabolismo da glicose foram 
transmitidas para a geração seguinte (F1).  
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Inicialmente, foi verificado maior capacidade de endurance avaliada pelo tempo e 
distância percorrida até a exaustão, bem como velocidade máxima alcançada, na prole dos 
progenitores treinados. Em acordo com nossos resultados, foi demonstrado recentemente que 
a prole de progenitoras treinadas apresentou maior tolerância para o exercício físico 
voluntário (ECLARINAL et al., 2016). 
As evidências supracitadas sugerem que as adaptações induzidas pelo treinamento de 
endurance dos progenitores podem ser herdadas e parece envolver aquisições metabólicas que 
garantem a melhora da capacidade de endurance. Conforme amplamente estabelecido, os 
principais determinantes para o desempenho de endurance incluem a função mitocondrial do 
músculo esquelético em nível celular e VO2máx. em nível sistêmico, sendo que ambos os 
parâmetros estão fortemente correlacionados (COYLE, 1995;  LINDSTEDT; WELLS, 1988). 
Em nosso estudo, as taxas mais elevadas de consumo de O2 mitocondrial, apresentados 
pela prole dos progenitores treinados, mostram que esta adaptação também é herdada, 
reforçando as evidências deste mecanismo envolvido com a maior capacidade de endurance. 
Foi verificado de forma semelhante aos progenitores treinados que a melhora da função 
mitocondrial da prole foi associado com a melhora do metabolismo da glicose, representado 
pela maior tolerância à glicose e sensibilidade à insulina.   
A hipótese que apoia a relação entre a função mitocondrial elevada e a melhora na 
sensibilidade à insulina propõe que isso ocorra devido a maior eficiência mitocondrial, 
proporcionando oxidação completa dos ácidos graxos e reduzindo o acúmulo de metabólitos 
oriundos da oxidação incompleta de lipídeos, que, por sua vez, reduz a ativação de serina-
cinases que inibem a sinalização da insulina (CHAURASIA; SUMMERS, 2015;  HARA et 
al., 2014;  WOLF et al., 2014). 
Neste sentido, nossos resultados suportam a hipótese de que a prole dos progenitores 
treinados também apresenta aumento da capacidade de oxidação de lipídeos, mesmo em altas 
demandas metabólicas, como verificado pelo menor quociente respiratório durante o repouso 
e exercício físico. Reforçando os resultados que a capacidade de endurance e a melhora do 
metabolismo glicêmico foram transmitidas pelos progenitores treinados, já que foi 
demostrado que as fêmeas que acasalaram com os progenitores treinados e não treinados 
apresentaram a função mitocondrial e controle glicêmico semelhante.  
Outro resultado que reforça associação entre a função mitocondrial e controle 
glicêmico e suporta a transmissão deste fenótipo para F1-F0-T foi o desafio com dieta 
hiperlipídica, uma condição que prejudica ambos, a função mitocondrial e o metabolismo da 
glicose. Nesta condição observou-se uma programação do metabolismo, que levou à abolição 
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da maior função mitocondrial do músculo esquelético e aumento os níveis de triglicerídeos 
hepáticos, resultados que podem ter contribuído para a maior resistência à insulina na F1-F0-T. 
Em seguida, nós investigamos quais os mecanismos moleculares poderiam estar 
envolvidos na sinalização da biogênese mitocondrial da prole dos progenitores treinados. O 
PGC1α é o regulador chave que ativa transcricionalmente uma variedade de genes envolvidos 
no metabolismo oxidativo e da biogênese mitocondrial. Várias abordagens, incluindo 
exercícios de endurance, manipulação genética e estímulo farmacológico (AICAR), que 
estimula a superexpressão do PGC1 levam ao aumento da densidade e função mitocondrial, 
resultando em melhora da homeostase glicêmica e sensibilidade à insulina (FRIER et al., 
2012;  LEICK et al., 2010). 
De acordo com os nossos resultados, tanto a expressão gênica quanto o conteúdo 
protéico do PGC1 dos progenitores treinados foram superiores aos dos progenitores não 
treinados. Estudos prévios já demonstraram que a prole de progenitoras treinadas apresenta 
redução no padrão de metilação do gene que codifica o PGC1, o que pode favorecer sua 
expressão (LAKER et al., 2014;  MATHIAS et al., 2014).  
Com base nestas evidências, testamos a hipótese que a maior função mitocondrial 
herdada poderia ter sido induzida por meio desta via de sinalização. Surpreendentemente 
nossos resultados não confirmaram esta hipótese. Embora tenha sido relatado um aumento da 
expressão de vários genes envolvidos no metabolismo oxidativo e de biogênese mitocondrial, 
(NRF1, citrato sintase e TFAM), a expressão do gene PGC1 bem como o seu conteúdo 
proteíco na prole não foram aumentados. Além disso, a sua atividade, avaliada pelos níveis de 
acetilação e pelo seu conteúdo nuclear não foram diferentes entre as proles dos progenitores 
treinados e não treinados.  
Em uma tentativa final em verificar se a sinalização do PGC1 estava envolvida na 
biogênese mitocondrial de F1, investigamos a responsividade da prole a uma sessão aguda de 
exercício físico. Em resposta ao exercício físico agudo, a expressão do PGC1 aumentou em 
comparação aos valores basais, porém apesar de uma tendência, não foi verificado diferença 
significativa entre a prole dos progenitores treinados e não treinados. Estes resultados 
reforçaram a ideia de que, no modelo experimental utilizado, a sinalização da biogênese 
mitocondrial não foi desencadeada pelo coativador (PGC1). 
Considerando a falta de evidências para confirmar que o PGC1 seria a proteína 
sinalizadora responsável pela melhora do metabolismo oxidativo e da biogênese mitocondrial, 
mudamos o foco e investigamos um possível papel dos correpressores (NCOR1 e RIP140) do 
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PPAR. Embora pouco seja conhecido, os correpressores (NCOR1 e RIP140) são também 
descritos como moduladores da biogênese mitocondrial e expressão de genes oxidativos de 
forma antagônica ao PGC1 no músculo esquelético e também tem sido correlacionado com 
o desenvolvimento de doenças metabólicas (CHRISTIAN; WHITE; PARKER, 2006;  
PEREZ-SCHINDLER et al., 2012;  ROSELL; JONES; PARKER, 2011). 
De forma inesperada, nossos dados mostraram que a expressão dos correpressores foi 
regulada negativamente na prole dos progenitores treinados, um efeito que foi revertido e 
associado com a perda dos efeitos positivos da sua função mitocondrial e da expressão de 
NCOR1 e RIP140 quando os camundongos foram alimentados com HFD. Adicionalmente, foi 
verificada a redução da atividade enzimática da HDAC e expressão da PDK4, características 
que também são moduladas especificamente pela NCOR1, fornecendo mais evidências que 
suportam o papel desta sinalização na herança do fenótipo metabólico (BAYMAZ et al., 
2015;  PERISSI et al., 2010;  PRIVALSKY, 2004).  
De forma semelhante ao que fizemos com o PGC1, avaliamos a responsividade dos 
correpressores ao exercício físico agudo. Apesar do RIP140 ter aumentado em ambos os 
grupos após a sessão aguda de exercício físico, o nível de NCOR1 manteve-se inalterado e 
menos expresso na prole dos progenitores treinados, sugerindo um papel central desta 
proteína no processo. Tomados em conjunto, os efeitos do exercício físico agudo sobre o 
balanço entre coativador e correpressores, parece evidente que a prole dos progenitores 
treinados apresenta um maior metabolismo oxidativo devido à redução da expressão dos 
correpressores.  
Os dados obtidos com este modelo fisiológico reproduzem os resultados de biogênese 
mitocondrial e marcadores funcionais relatados em estudos anteriores que utilizaram 
camundongos transgênicos, especificamente knockout para RIP140 e NCOR1, os quais 
exibem maior capacidade de endurance associada com alterações morfológicas e bioquímicas 
do músculo esquelético (PEREZ-SCHINDLER et al., 2012;  YAMAMOTO et al., 2011).  
Além de elevada concentração de mioglobina, alta capacidade oxidativa das fibras, os 
camundongos knockout para RIP140 e NCOR1 também apresentam maior taxa de biogênese 
mitocondrial e expressão de genes oxidativos, VO2máx. e menor quociente respiratório 
(PEREZ-SCHINDLER et al., 2012;  SETH et al., 2007;  YAMAMOTO et al., 2011), 
corroborando nossas conclusões de que os correpressores do PPAR (RIP140 e NCOR1) 
parecem estar envolvidos na sinalização da  melhora da função mitocondrial, herdada pela 
prole dos progenitores treinados. 
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Embora nossos resultados se concentrem no mecanismo que controla o fenótipo da 
prole adquirido pelo progenitor, ainda nos deparamos com o questionamento de quais 
mecanismos epigenéticos são responsáveis pela modulação da expressão e conteúdo dos 
correpressores (NCOR1 e RIP140). Da mesma forma que a expressão e conteúdo do PGC1, 
especulamos que os correpressores possam ser modulados pela metilação dos respectivos 
genes, o que pode ser transmitido para a próxima geração.  
A redução do conteúdo de NCOR1 de F1-F0-T, também pode ser explicada pela 
degradação seletiva de NCOR1 mediada pelo recrutamento do sistema ubiquitina-
proteassoma, no qual o turnover de NCOR1 parece ser essencial para a regulação dos genes 
mitocondriais e da ativação da transcrição pelos receptores nucleares, incluindo PPAR 
(CATIC et al., 2013;  PERISSI et al., 2004). 
A NCOR1 atua como uma plataforma de encaixe para a ligação de enzimas na 
cromatina, tais como HDACs, desempenhando um papel importante na regulação epigenética 
da expressão gênica (MOTTIS et al., 2013). Os níveis reduzidos de NCOR1 observado nos 
camundongos F1-F0-T, pode impactar diretamente o estado de acetilação da cromatina. De 
fato, foi observado uma diminuição na atividade total de HDAC neste grupo, sugerindo que a 
herança metabólica pode ser regulada em parte pelo controle transcricional de NCOR1 na 
desrepressão de genes envolvidos no metabolismo. 
Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem um link interessante entre 
correpressor mediada por desrepressão e controle epigenético da herança metabólica dos pais 
treinados, destacando o NCOR1 como um regulador chave neste processo. No entanto, mais 
estudos são necessários para elucidar os principais componentes downstream envolvidos no 
controle da NCOR1 sobre a regulação da transmissão epigenética herdada das vias de 
sinalização do metabolismo. 
De forma semelhante ao que acontece com o fenótipo da prole de pais submetidos a 
diferentes condições ambientais (poluição, dieta, stress, entre outros), nós apostamos na 
hipótese de que “assinaturas” epigenéticas paternas induzidas pelo treinamento físico também 
são transmitidas via esperma para a próxima geração, por meio de padrões de metilação, 
miRNAs e alteração da estrutura da cromatina por meio da acetilação, metilação, 
ubiquitinação, fosforilação, ribosilação e citrulinação das histonas modulados pelo eixo HPT 
(BRYKCZYNSKA et al., 2010;  CHONG et al., 2007;  RASSOULZADEGAN et al., 2006). 
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Evolutivamente, este processo de programação epigenética pode ser um novo 
mecanismo de mudanças das características fenotípicas da prole em resposta aos desafios 
ambientais vividos pelos pais, o qual pode ajudar a prole a se adaptar às mudanças no 
ambiente experimentado por seus progenitores.  
Em resumo, nosso estudo mostrou que a maior função mitocondrial dos progenitores 
treinados é passada para sua prole e sugere que este resultado está associado à melhoria do 
controle glicêmico. Outra nova descoberta envolve a elucidação da sinalização da biogênese 
mitocondrial subjacente; especificamente, verificamos que em progenitores treinados o 
aumento da função mitocondrial é sinalizado principalmente pelo PGC1, por outro lado a 
herança mitocondrial do músculo esquelético para a próxima geração parece ser sinalizado 
pela diminuição dos correpressores de PPAR, mais especificamente do NCOR1. 
Os nossos dados também sugerem que os correpressores de PPAR possam ser 
potenciais alvos terapêuticos para neutralizar o desenvolvimento de doenças metabólicas, 
incluindo aquelas herdadas de progenitores. 
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6. CONCLUSÕES 
 
Os dados obtidos em nosso estudo permite concluir que: 
 
 
 A transmissão da melhoria do controle glicêmico da prole dos progenitores treinados 
está associada com a herança de mitocôndrias, no músculo esquelético, com melhor 
eficiência funcional; 
 O aumento da função mitocondrial foi associado com a diminuição dos correpressores 
de PPAR, mais especificamente do NCOR1; 
 Os correpressores do PPAR são potenciais alvos terapêuticos que possam reduzir ou 
até mesmo reverter o risco de desenvolvimento de doenças metabólicas, incluindo 
aqueles herdados dos progenitores. 
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